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衣 洛 叶绿体 表达 重组 和 扣 白 及 表达 优化 策略 属 改 5 
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摘要 : 近年 来 ， 转 基因 技术 已 日 趋 成 熟 ， 医 学 、 工 业 上 的 应 用 也 越 来 越 广泛 。 以 重组 蛋白 为 基础 的 药 
物 治疗 是 日 前 医药 生产 领域 发 展 最 快 的 一 项 技术 。 它 们 的 高 特异 性 和 低 副 作用 使 得 治疗 效率 十 分 突出 。 但 
是 重组 蛋白 表达 的 复杂 性 也 给 生产 带 来 了 一 定 限制 。 为 了 促进 重组 蛋白 的 应 用 ， 人 们 对 适宜 其 表达 的 系统 
和 能 促进 其 表达 的 策略 进行 了 探索 。 研 究 发 现 ， 衣 藻 叶 绿 体 作为 重组 蛋白 的 生物 反应 器 ， 能 实现 重组 蛋白 
快速 、 高 效 、 低 成 本 生产 。 同 时 ， 衣 藻 能 在 人 工 培养 基 和 人 为 控制 的 条 件 下 生长 ， 降 低 了 受 污染 的 风险 。 
相 较 于 传统 的 生产 系统 具有 不 可 比拟 的 优越 性 。 因 此 ， 衣 藻 叶 绿 体 作 为 医药 重组 蛋白 生物 反应 器 在 未 来 的 
生物 技术 领域 将 发 挥 巨大 作用 。 
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Abstract: In recent years, transgenic technology has developed rapidly, and it has found an increasingly wide 
utilization in medical and industrial fields. Drug therapy which based on recombinant proteins is the fastest 
growing technology in pharmaceutical production areas. Their high specificity and low side effect makes treatment 
efficiency very prominent. However, the complexity of recombinant proteins synthesis also bring production to a 
certain restrictions. In order to promote the application of these recombinant proteins, expression systems that fit it 
and strategies that can facilitate it were explored. Compared to other traditional production systems, the research 
found that Chlamydomonas chloroplast as a bioreactor has several incomparable advantages, it can achieve more 
rapidly, high yields, lower cost on the production of recombinant proteins, and can be grown in artificial medium 
and artificially controlled conditions, which reduce the risk of contamination. Through the application of some 
new techniques, synthesis of recombinant proteins has also been improved. Therefore, Chlamydomonas 
chloroplast will play a great role in the field of biotechnology in the future as a recombinant proteins with 
pharmaceutical relevance bioreactor. In this article, the expression of recombinant proteins and the optimization 
strategies in Chlamydomonas chloroplast were reviewed. 
Keywords: Recombinant proteins; Algal chloroplast; Bioreactor; Optimization strategy; (修改 4) 
重组 蛋白 在 医药 、 科 学 、 工 业 等 领域 应 用 得 越 来 越 广泛 ， 一 系列 表达 系统 也 相继 为 人 们 
所 发 现 ， 目 前 开发 较为 成 熟 的 包括 细菌 、 酵 母 、 昆 贝 、 哺 乳 动物 细胞 以 及 许多 种 类 植物 ”。 
每 一 种 生产 系统 都 有 各 自 突出 的 表达 优势 ， 但 也 存在 着 一 些 局 限 性 ”。 近 年 来 ， 以 衣 藻 叶 绿 
体 作为 重组 蛋白 生物 反应 器 的 研究 越 来 越 多 。 因 其 具有 表达 高 效 、 易 于 操作 、 成 本 低廉 等 显 
著 优势 而 愈 发 受到 人 们 青睐 。 相 比 于 传统 表达 系统 ， 衣 洛 叶 绿 体 具 有 自身 独一无二 的 优势 : 
衣 藻 可 以 在 人 为 控制 的 封闭 生物 反应 器 中 生长 , 生长 环境 易于 控制 ,不 仅 降低 了 外 界 可 能 
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过 空气 或 者 病毒 传染 污染 物 的 风险 ， 也 避免 了 衣 藻 中 转基因 对 外 界 环境 的 污染 ; FU, GR 
生长 周期 短 ， Rx BAS ADR, 从 最 初 转化 到 大 规模 培养 和 和 蛋白 表达 仅 需 几 周 时 间 ， 
相对 于 需要 几 个 月 甚至 几 年 的 高 等 植物 来 说 具有 明显 优势 ;, 再 者 ， 衣 洽 作 为 单 细胞 生物 ， 其 
体内 和 蛋白 积累 种 类 少 ， 大 大 简化 了 下 游 纯 化 处 理工 艺 外 。 

在 重组 蛋白 表达 方面 ,以 叶绿体 作为 转化 对 象 的 积累 量 往往 要 高 于 核 转化 的 积累 量 ， 
为 叶绿体 中 没有 基因 沉默 现象 和 由 核 基 因 编 码 蛋白 阻碍 重组 蛋白 表达 的 机 制 ; 并 且 外 源 基 
能 够 以 同 源 重组 方式 插入 叶绿体 基因 组 的 特定 位 点 ， 转 化 效率 得 以 提高 外 。 在 遗传 方面 ， 叶 
绿 体 属于 母性 遗传 ， 转 入 的 外 源 基 因 可 以 直接 传递 给 子 代 ， 对 生物 和 环境 安全 四。 在 调控 方 
， 叶绿体 表达 系统 中 无 糖 基 化 修饰 现象 , 同时 又 具备 折 登 和 组 装 复杂 真 核 蛋白 的 能 力 和 二 
硫 键 修饰 功能 。 这 对 多 数 抗体 的 表达 十 分 有 利 , 对 于 一 些 治疗 蛋白 发 挥 其 效用 也 是 十 分 必要 
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目前 , REEI SR PE RTE SEE n] DAK buie qas Rd 其 中 ， 
SE ARE (Chlamydomonas reinhardtii) 是 用 于 表达 重组 蛋白 最 为 广泛 的 受 体 藻 种 隔 。 其 培养 
条 件 简单 、 生 长 周期 短 、 遗 传 背景 清楚 、 光 合 效率 高 且 具 有 许多 与 酵母 相似 的 特 因此 又 
被 誉 为 “光合 酵母 "9。 

> 1 衣 荡 叶绿体 转化 原理 
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M. 构 呈 环 状 ， 全 长 203395bpm， 包 括 了 两 个 单 拷贝 区 和 两 个 反 向 重复 序列 。 其 中 两 个 单 拷贝 区 
e (80873bp 和 78100bp) 被 两 个 反 向 重复 序列 〈 两 者 长 度 相近 ， 约 2221lbp) 分 隔 开 ， 并 且 
e 两 个 反 向 重复 序列 占 了 全 序列 的 20% 以 上 。 另 外 还 有 19500 个 短 分 散 重复 序列 (SDRs) 分 
~ 散在 整个 基因 组 中 由 。 这 一 显著 的 结构 特征 为 叶绿体 转化 英 定 了 基础 。 

© 莱 菌 衣 藻 叶绿体 基因 组 中 外 源 基因 的 转化 采用 同 源 重 组 方式 , 即 通过 与 基因 组 反 向 重复 


= 序列 互补 配对 的 同 源 片 段 来 实现 外 源 基 因 在 叶绿体 基因 组 中 的 定点 整合 。 同 源 重组 片段 、 选 
= 择 标记 基因 表达 盒 、 外 源 目的 基因 及 其 启动 子 、 终 止 子 构成 的 表达 盒 等 先 构建 到 同一 个 表达 
载体 上 ; 选择 标记 基因 主要 是 用 于 筛选 转化 成 功 的 重组 子 ; 启动 子 和 终止 子 来 源 于 衣 藻 叶 绿 
本 基因 组 的 特异 调控 序列 ， 能 被 叶绿体 RNA 聚合 酶 识别 ， 从 而 能 有 效 避 免 外 源 基因 表达 沉 
默 现 象 。 表 达 载 体 构建 完成 后 ， 运 用 高 效 的 转化 方法 ， 例 如 基因 枪法 、 玻 璃 珠 转化 法 、 电 击 
转化 法 等 ,将 表达 载体 导入 叶绿体 中 。 在 同 源 片 段 指导 下 ， 外 源 基 因 可 以 顺利 整合 到 叶绿体 

= 基因 组 的 特定 位 点 上 。 随 着 叶绿体 基因 组 的 复制 和 遗传 ， 外 源 基 因 也 随 之 表达 。 
© 2 衣 藻 叶绿体 中 重组 蛋白 的 表达 
随 着 衣 藻 叶绿体 表达 系统 的 日 益 完善 , 近年 来 已 有 多 种 外 源 重组 蛋白 在 衣 藻 叶绿体 

功 表达 ， 主 要 包括 抗体 ， 激 素 蛋 白 、 疫 苗 抗 原 和 报告 基因 蛋白 等 〈 表 D. 
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表 1 衣 薄 叶绿体 中 表达 的 重组 蛋白 


Tablel Expression of recombinant proteins in Chlamydomonas chloroplast 


时 间 研究 者 EHE 应 用 参考 文献 
1991 Goldschdmitclermont 氨基 糖苷 类 腺 嗓 叭 酶 报告 基因 [8] 
1999 Minko EA RANE 报告 蛋 9 
2002 Franklin 绿色 区 光 和 蛋白 (GFP) 报告 蛋 
2003 Sun Meng O 型 口蹄疫 病毒 VP1 抗原 蛋 药物 H 
2004 Mayfield luxCt 荧光 素 酶 报告 基因 12 
2005 苏 忠 亮 A SES ER KIE x 
2006 杨 宗 岐 耐 高 温 a 淀 粉 酶 酶 
2006 D ES 人 可 溶性 TRAIL Z& 药物 B 
2006 赵 雅 坤 人 白细胞 介 素 (hIL4) 药物 16 
2008 Wang xiaofeng 人 谷 氨 酸 脱羧 酶 (0GAD65) 药物 H5 
2009 xU E 5t 狂犬 病毒 疫苗 药物 18 
2012 Gregory pfs25 和 pfs28 抗原 蛋 药物 19 
2012 Tran 针对 CD22 抗体 结构 域 和 绿 脓 杆菌 外 毒素 A 酶 活 结 药物 20 
qu 2013 Gregory pfs25 抗原 和 霍乱 毒素 B 亚 基 〈CtxB ) 的 融合 和 蛋 药物 x 
; 2013 Demurtas 人 类 乳头 瘤 病毒 (HPV) 16 型 E7 癌 蛋 白 的 突变 体 药物 2 
2015 Barrera 骆驼 VaH 抗 毒素 蛋 药物 a 
2016 Ochoa-Méndez 抗 血压 蛋 药物 
2016 Beltrán-López CTB 和 ApoB 100 的 p210 抗原 表 位 融合 蛋 药物 25 


衣 藻 叶绿体 作为 表达 系统 生产 的 各 类 治疗 性 蛋白 中 ， 以 药物 、 疫 苗 的 表达 最 为 广泛 。 人 
© 谷 氨 酸 脱羧 酶 (hnGAD65) 是 目前 治疗 I 型 糖尿 病 的 相关 抗原 。2008 年 ，Wang Xiaofeng 4071 
ps ACH CEA T FESR ATR AIR RIA SK AY BUR BB hGAD6S » 免疫 杂交 结果 表 
= 明 重 组 蛋白 hGAD65 成 功 表达 并 积累 ， 表 达 量 大 约 占 叶 绿 体 中 可 溶性 蛋白 的 0.25-0.3%; 
CN ELISA 检测 和 NOD 小 鼠 脾 细胞 增殖 实验 结果 显示 衣 藻 叶绿体 中 表达 纯化 的 hGAD65 具有 抗 
原 性 。 这 为 在 莱 英 衣 藻 叶绿体 中 大 规模 生产 低 成 本 的 hGAD65 AIE T Jimi, 也 为 I 型 糖尿 病 
治疗 带 来 了 福音 。 
2012 年 , Gregory 等 u( 半 人 在 莱茵 衣 汇 叶绿体 中 表达 了 症 疾 相关 的 抗原 蛋白 pfs25 和 pfs28。 
通过 分 析 纯 化 后 蛋白 的 结构 和 抗原 性 ，pfs25 和 pfs28 在 结构 上 含有 二 硫 键 ， 而 且 接 近 于 原 
始 蛋白 ; 表达 蛋白 在 小 鼠 体 内 引发 的 抗体 能 够 结合 恶性 虐 原 虫 蛋 白 ,， 表现 一 定 的 抗原 性 ， 能 
有 效 阻止 症 疾 传播 。2013 年 ，Demurtas 等 人 在 莱 英 衣 藻 叶绿体 中 表达 人 类 乳头 瘤 病毒 
(HPV) 16 型 E7 癌 蛋 白 的 突变 体 减 毒 蛋白 E7GGG。E7 蛋白 存在 于 恶性 转化 细胞 中 ， 是 生 
产 HPV 相关 病变 或 癌症 疫苗 的 关键 抗原 。 作 者 根据 叶绿体 密码 子 偏 好 性 对 抗原 蛋白 编码 序 
列 进行 优化 ， 与 psbD 启动 子 、5’-UTR、psb4 终止 子 、3?-UTR WRF spec 抗 性 基因 的 表达 
盒 、 作 为 同 源 重 组 片段 的 内 含 子 psa4 序列 构建 表达 载体 并 转 入 叶绿体 表达 。Western-blot 
检测 结果 表明 重组 蛋白 成 功 表达 且 大 多 数 是 可 溶 的 ， 表 达 量 占 细胞 可 溶性 蛋白 的 0.12%。 同 
时 ， 实 验 还 设计 了 两 组 亲 和 标 记 对 照 E7GGG-FLAG 和 E7GGG-His6。 通 过 提取 叶绿体 表达 
产物 并 注射 免疫 小 鼠 以 及 用 肿瘤 细胞 感染 小 鼠 试 验 , 比较 杀 和 纯化 后 的 重组 蛋白 和 未 加 工 修 
饰 的 重组 蛋白 在 诱导 小 鼠 产生 特异 E7 抗体 和 E7 特异 T 细胞 增殖 方面 的 能 力 ， 发 现 减 毒 抗 
原 蛋 白 不 管 是 纯化 后 还 是 未 纯化 ， 都 能 保护 小 鼠 抵抗 肿瘤 侵 染 。 
莱茵 衣 藻 作为 一 种 真 核 单 细胞 藻类 ， 其 中 叶绿体 约 占 细胞 总 体积 的 70%。 与 细菌 等 原 
核 表达 系统 不 同 ， 叶 绿 体 中 含有 一 系列 的 伴侣 蛋白 、 二 硫 键 异 构 酶 和 及 氨 酸 异 构 酶 ， 从 而 使 
得 疫苗 抗原 等 复杂 蛋白 都 能 在 其 体内 表达 并 具备 可 溶性 和 抗原 性 PU。 目前 ， 医 药 领 域 中 治 
疗 性 和 蛋白 的 生产 成 本 都 较为 昂贵 ， 莱 英 衣 藻 的 人 工 培养 条 件 简单 ， 生 长 周期 得， 大 大 降低 了 
生产 成 本 。 上 述 分 析 也 表明 莱 英 衣 藻 叶绿体 是 表达 生产 病毒 抗原 蛋白 的 有 效 平 台 。( 修 改 2) 
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衣 江 叶绿体 因 具 有 真 核 性 而 能 够 表达 积累 复杂 真 核 蛋 白 ， 并 对 其 进行 正确 折 钱 、 组 装 ， 
但 翻译 系统 的 原核 性 又 为 其 生产 新 蛋白 ， 如 免疫 毒素 ， 提 供 了 一 个 独特 的 平台 辐 。2012 4E, 
Tran 等 RI 人 将 针对 CD22 (B 细胞 表面 的 一 个 抗原 表 位 ) 的 抗体 结构 域 和 绿 脓 杆菌 外 毒素 A 
的 酶 活 结构 域 融合 , 在 衣 藻 叶绿体 中 表达 了 可 溶性 的 单 体 和 二 聚 体 蛋白 免疫 毒素 。 根 据 分 子 
和 免疫 活性 检测 ， 两 种 形式 的 蛋白 在 叶绿体 中 均 成 功 表 达 积 累 ， 而 且 能 在 体外 有 效 结合 并 杀 
死 B 淋巴 瘤 细胞 。 无 论 是 单 体 还 是 二 聚 体形 式 的 毒素 ， 均 能 保护 被 注入 人 类 B 细胞 瘤 的 小 
鼠 ， 并 延长 其 寿命 。2015 Æ, Barrera 等 中 人 尝试 表达 了 含有 骆驼 VaH 抗 毒素 不 同 结 构 域 ， 
能 够 中 和 肉 毒 杆菌 神经 毒素 的 抗 毒素 药物 ,通过 对 转化 叶绿体 中 目的 基因 、 重 组 抗体 积累 量 、 
抗体 中 和 抗原 能 力 、 细胞 活性 以 及 小 鼠 中 完整 抗 毒素 的 检测 , 结果 表明 此 药物 能 以 可 溶性 蛋 
白 形式 正确 折 双 表达， 表达 量 约 占 可 溶性 蛋白 总 量 的 4.6%; 并 且 具 有 中 和 BoNT/A 和 保护 
小 鼠 主 要 神经 细胞 免 受 毒 素 干 扰 的 能 力 ; 口服 喂养 小 鼠 后 , 在 小 鼠 的 胃 和 小 肠 中 仍 能 保持 完 
整 性 。 

上 述 研究 结果 表明 衣 藻 叶绿体 中 表达 的 免疫 毒素 能 在 体外 有 效 结合 并 阻止 靶 细 胞 增殖 ， 
示 了 衣 藻 叶绿体 表达 系统 可 成 为 替代 大 肠 杆 苗 等 原核 表达 系统 的 新 平台 .此 外 值得 一 提 的 
， 衣 藻 叶 绿 体 内 没有 糖 基 化 机 制 ， 因 而 不 会 对 免疫 毒素 的 抗原 性 和 半衰期 产生 影响 C23]。 
于 许多 重要 的 药物 蛋白 都 需要 经 过 复杂 折 著 和 二 硫 刍 形成 等 加 工 才 具备 治疗 活性 , 而 在 以 
菌 为 基础 的 生产 平台 上 是 无 法 实现 的 , 衣 藻 叶绿体 表达 系统 恰好 为 此 提供 了 合适 的 表达 场 
所 申 。( 修 改 2) 

以 衣 藻 叶绿体 作为 药物 蛋白 生产 系统 ,其 下 游 工艺 几乎 不 需要 进行 纯化 处 理 。 在 此 基础 
E, 一 些 口 服 型 疫苗 蛋白 也 相继 被 开发 出 来 , 为 现代 医疗 提供 了 极 大 便利 。 2013 E, Gregory 
等 2 人 在 莱茵 衣 藻 叶绿体 中 融合 表达 了 pfs25 抗原 蛋白 和 霍乱 毒素 B 亚 基 (CtxB )， 霍 乱 毒素 
B 亚 基 (CB) 作为 粘膜 免疫 佐 剂 。 通 过 对 融合 蛋白 CtxB- pfs25 分 析 ， 发 现 CtxB 具备 在 肠 
上 皮 细 胞 内 结合 神经 节 苷 脂 GMI 的 能 力 ; 另外， 以 冻 干 衣 藻 饲 喂 小 鼠 检测 融合 蛋白 免疫 原 
性 。 结 果 显 示 CtxB- pfs25 能 够 引发 CtxB 特异 的 IgG 抗体 生成 及 CtxB、pfs25 两 者 都 特异 的 
IgA MIRER. BIA pfs25 特异 的 IgG 抗体 未 形成 ， 但 CtxB- pfs25 融合 蛋白 也 能 被 特异 单 
抗 所 识别 并 有 效 阻 断 症 疾 传播 。2016 年 ，Ochoa-Méndez 等 20 人 首次 构建 了 含 抗 血 压 药物 
(CAHP) 序列 的 莱 英 衣 藻 叶绿体 表达 载体 ， 并 导入 衣 藻 叶绿体 中 表达 。 最 后 检测 结果 显示 ， 
藻 株 中 重组 蛋白 最 高 表达 量 可 达到 干 重 的 29.2%; 通过 饲 咀 患 有 严重 高 血压 的 小 鼠 ， 发 现 其 
血压 明显 下 降 ,Beltrin-L6pez 等 人 构建 了 霍乱 毒素 B 亚 基 (CTB ) 和 载 脂 蛋 白 -bC(ApoB 100) 
p210 抗原 表 位 的 融合 表达 载体 ， 试 图 在 莱 黄 衣 藻 叶绿体 中 表达 特定 的 针对 动脉 粥 样 硬化 的 
口服 疫苗 。p210 抗原 表 位 能 够 引发 动脉 粥 样 硬化 免疫 应 答 反 应 ; CTB 作为 一 种 强大 的 粘膜 
佐 剂 ， 承 担 着 对 p210 抗原 表 位 的 载体 功能 。 结果 显 示 ，CTB:p210 蛋白 的 表达 量 在 每 克 鲜 重 
中 达到 60 微克 ; 口服 喂养 BALB/c /) it, ELISA 试验 证 实 小 鼠 血 清 中 存在 抗 p210 的 抗体 。 

莱茵 衣 藻 不 属于 粮食 作物 , 以 此 作为 表达 系统 生产 口服 型 疫苗 蛋白 不 会 占用 适合 作物 生 
长 的 土地 , 因此 也 不 会 造成 外 源 基因 由 衣 藻 向 粮食 作物 的 转移 ; 其 次 , 作为 一 种 单 细胞 藻类 ， 
衣 汇 能 更 集中 地 聚集 能 量 用 于 药物 蛋白 生产 而 不 会 分 散 至 根 、 茎 、 叶 等 组 织 结构 ， 此 外 ， 衣 
落 可 在 人 工控 制 条 件 下 实现 大 规模 生长 , 既 能 保护 衣 藻 自然 种 群 免 受 其 它 转基因 的 意外 转移 
又 能 有 效 降低 疫苗 的 生产 成 本 [下 。 因 此 ， 莱 茵 衣 荡 叶绿体 是 表达 口服 型 疫苗 和 蛋白 的 良好 选 
择 。( 修 改 2) 
通常 , 原核 表达 系统 如 大 肠 杆菌 等 不 能 正确 折合 抗体 片段 或 全 长 抗体 这 类 复杂 蛋白 , 这 
样 得 到 的 蛋白 需要 进行 再 折 针 或 二 硫 刍 形成 等 过 程 才 能 使 其 具有 生物 活性 罩 。 衣 藻 叶 绿 体 具 
有 折 又 和 组 装 复杂 真 核 蛋 白 的 能 力 ， 是 作为 药物 蛋白 表达 系统 的 良好 选择 。 但 是 需要 注意 的 
是 ， 这 些 药物 蛋白 在 临床 应 用 前 仍 需 进行 更 加 深入 的 研究 ， 以 确保 不 会 产生 有 害 副 作用 口 。 
3 通过 叶绿体 基因 工程 体 提高 新 陈 代谢 产物 含量 (修改 3) 
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绿 体 表达 系统 生产 新 陈 代谢 途径 相关 代谢 物 上 。2013 E, Chen 等 eI 人 以 CrCpADHI 为 外 源 
目的 基因 ， 分 别 与 rbcL 启动 子 、 终 止 子 以 及 其 编码 序列 前 90 个 核 昔 酸 构建 表达 盒 ; 再 将 表 
达 盒 插入 中 间 载 体 同 源 重组 片段 psaB-tRNA G-rbcL 之 间 ， 构 建 了 含有 CrCpADHI1 基因 的 表 
达 载 体 并 将 其 导入 莱茵 衣 藻 叶绿体 中 表达 。( 修 改 6) 结果 发 现 不 仅 目 的 蛋白 在 叶绿体 中 得 
以 有 效 积累 , 而 且 在 生长 基质 中 还 检测 到 乙醇 生成 。 由 此 推测 目的 蛋白 可 能 作为 叶绿体 新 陈 
代谢 途径 中 的 转基因 酶 而 发 挥 作用 。 另 外 , 胞 质 中 生成 的 代谢 产物 乙 醋 可 以 扩散 至 叶绿体 内 ， 
为 乙醇 的 生产 提供 了 代谢 底 物 。 

2015 Æ, Gangl 等 2 人 将 外 源 基因 CYP79A1 插入 载体 PASapI 上 构成 表达 载体 ， 导 入 衣 
落叶 绿 体 中 使 其 表达 细胞 色素 P450， 表 达 产 物 能 有 效 整合 至 类 襄 体 膜 上 。 细 胞 色素 P450 作 
为 一 种 末端 加 氧 酶 ， 参 与 双 凋 类 化 合 物 的 生物 合成 。 虽 然 细胞 色素 P450 也 参与 叶绿体 中 胡 
萝卜 素 的 生物 合成 , 但 其 在 叶绿体 内 含量 比较 低 ， 在 胡萝卜 素 合成 需要 时 才 予 以 表达 。 通过 
在 叶绿体 内 稳定 表达 和 积累 P450s， 可 以 为 植物 叶绿体 新 陈 代谢 产物 有 效 积累 提供 工程 酶 。 
(修改 7) 

衣 藻 叶绿体 不 仅 可 作为 表达 重组 蛋白 的 生物 反应 器 , 还 可 以 通过 叶绿体 基因 工程 提高 新 
陈 代 谢 过 程 中 的 代谢 产物 量 。 目 前 有 研究 报告 表明 利用 衣 藻 生物 反应 器 可 有 有 效 生 产 包 括 维 
生 素 、 胡 葛 卜 素 、 油 脂 、 生 物 塑 料 以 及 生物 燃料 〈 氧 气 、 脂 肪 酸 等 ) 等 次 生 代 谢 产物 P9。 
尤其 是 通过 衣 藻 叶绿体 基因 工程 生产 油脂 和 生物 燃料 可 以 为 人 类 提供 一 条 解决 能 源 危机 的 
PRE), EM 8) 

4 衣 落 叶绿体 转化 和 表达 的 策略 

随 着 对 衣 藻 叶绿体 转化 研究 的 深入 , 如 何 提高 衣 落 叶绿体 转化 效率 和 外 源 基因 表达 水 平 
已 经 成 为 了 该 领域 的 研究 热点 ， 一 些 新 方法 和 策略 也 不 断 涌现 。 

4.1 模块 化 处 理 简化 克隆 程序 

衣 藻 叶绿体 转化 过 程 中 , 表达 载体 的 设计 和 构建 对 转化 效率 至 为 关键 , 克隆 程序 也 较为 
M. Bertalan 等 2 人 通过 一 种 快速 、 模 块 化 的 手段 ， 使 克隆 程序 大 大 简化 。( 修 改 9) 在 以 
莱茵 衣 藻 叶绿体 为 受 体 转化 外 源 基因 MPT64 的 研究 中 ，Bertalan 构建 了 一 个 包含 选择 标记 
基因 psbACpsbA 是 光合 自 养 基因 ,在 受 体 藻 株 的 psbA 被 敲 除 后 ,重组 子 能 够 进行 光合 自 养 )、 
同 源 片段 以 及 含有 Bsa I 识别 序列 的 多 克隆 位 点 的 质粒 pMM2。( 修 改 10) 模块 化 的 形式 即 
是 利用 5’ 末端 带 有 Bsa I 酶 切 位 点 的 引物 将 目的 基因 、5’ 端 启动 子 、3’ 端 终止 子 、 标 记 基 因 
等 扩 增 而 形成 类 似 于 模块 化 的 片段 , 再 使 这 些 片段 与 经 Bsa I 酶 切 开 的 pMM2 质粒 之 间 进 行 
连接 ， 实 现 了 克隆 程序 的 极 大 简化 。 

42 替代 部 分 同 源 重组 序列 ， 提 高 目的 蛋白 表达 量 〈 修 改 11) 

Manuell 等 人 此 前 在 叶绿体 中 表达 人 单 克隆 抗体 ， 其 积累 量 只 能 达到 可 溶性 蛋白 的 
0.5%。 但 是, 在 对 牛乳 腺 相关 血清 淀粉 样 蛋 白 CM-SA AO. 的 研究 中 发 现 ， 以 叶绿体 内 源 psbA 
基因 序列 作为 表达 载体 的 同 源 重组 片段 , 再 通过 设计 酶 切 位 点 将 目的 基因 表达 盒 插入 同 源 重 
组 片段 之 上 , 即 蔡 代 掉 部 分 同 源 重 组 序列 。 如 此 可 将 重组 蛋白 表达 量 提高 到 可 溶性 蛋白 总 和 
的 596. (修改 12) 进一步 研究 分 析 表 明 内 源 psbA 基因 和 对 应 mRNA 的 存在 会 和 外 源 基 因 
产生 竞争 机 制 ， 从 而 限制 重组 蛋白 的 表达 。 某 些 情况 下 也 可 能 是 由 于 psbA 基因 的 表达 产物 
所 引起 的 反馈 机 制导 致 。 

4.3 基因 融合 表达 ， 增 加 目的 蛋白 的 积累 “修改 13) 

目前 大 多 数 衣 藻 叶 绿 体 遗 传 转化 表达 的 是 外 源 基因 编码 的 单一 蛋白 质 。Muto SEPA 
现 基因 融合 表达 能 显著 提高 重组 蛋白 积累 水 平 , 因 为 莱茵 衣 荡 叶绿体 中 表达 的 许多 外 源 和 蛋白 
职 累 量 都 显著 低 于 内 源 蛋 和 白 含量 。 因 此 ， 他 们 将 重组 和 蛋白 luciferase 的 编码 序列 和 叶绿体 内 
Wi rbcL 基因 (编码 Rubisco LSU) 进行 融合 表达 。( 修 改 14) 结果 发 现 融 合 表达 量 要 远 高 于 
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白 的 表达 量 , 并 且 发 现 敲 除 内 源 rbcL 基因 后 表达 旧 
融合 蛋白 的 Rubisco LSU 成 为 了 整合 进 Rubisco 全 酶 的 唯 


EE fey 。 这 


可 能 是 因为 融 除 rbcL 
来 源 ， 从 而 促进 了 外 


源 基 因 更 高 效 表 达 。 同 
设计 了 可 切割 位 点 ， 便 于 


时 考虑 到 
下 游 纯 
4.4 采用 叶绿体 内 源 性 强 启动 子 ， 在 转录 水 平 上 提高 
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[商业 价值 比较 低 , 他 们 还 对 儿 


MEHRA 


重组 蛋白 表达 量 (修改 15) 
控 主 要 发 生 在 转录 、 加 工 、 翻 译 和 翻译 后 水 平 。 转 录 水 平 调 控 主 要 


由 启动 子 强度 决定 ， 强 
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让 动 子 可 以 显著 提高 目 


在 衣 灌 叶绿体 基因 工程 中 常 
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基因 的 转录 调控 水 平 
启动 子 的 转录 水 平 最 


最 佳 ， 


在 翻译 水 平 上 提高 
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psbD 
3’-UTR 几乎 不 起 作用 ， 


RNA £i fk 


] 人 采用 莱 黄 衣 藻 叶绿体 中 组 
建 了 启动 子 rbcL-uidA .psbA-uidA 和 atpA-uidA 三 种 外 源 基 因 表 达 框 ,研究 不 同 启动 子 对 uid A 
。 表 达 框 成 功 导 入 到 莱茵 衣 藻 叶 
GUS & 
次 之 ; psbA 作为 启动 子 几乎 检 涡 
除了 选择 强 启 动 子 之 外 ， 也 可 以 选择 mRNA 上 各 有 异 的 UTRs 和 外 源 基 因 
重组 蛋白 表达 量 。Barnes 等 8 人 以 GFP 作为 外 源 报告 基因 ， 
A 表达 。 


rbcL, psbA, atpA, psbD) 的 S$-UTR 和 3?-UTR 融合 
白 含 量 发 现 ,$-UTR 对 外 源 和 蛋白 和 mRNA 水 平 
EJ 5-UTR 的 调控 效果 较 好 ， 
它 可 能 与 维 
A All 5’-UTR, 3’-UTR 之 间 的 相互 作用 对 和 蛋 
4.6 衣 藻 叶绿体 内 源 基 因 5” 编 码 区 也 可 提高 


的 基因 的 转录 频 


内 源 性 高 


率 和 外 源 基因 表达 量 。 目 前 ， 


效 启动 子 主要 有 atpA, psbA, psaB, psbD 等 。 
日 成 型 rbcL, psbA, 


atp4 三 种 基因 启动 子 ， 构 


白 表达 量 达 到 可 溶性 ， 
不 到 重组 香 白 活性 。 


比 


平 积累 的 影响 


持 mRNA 结构 稳定 性 、 
白 翻 译 
外 源 基因 表达 量 


个 载 
和 蛋白 水 平 的 检测 结果 ， 
平 就 越 高 ， 和 蛋白 水 平 也 越 高 ，; 
白水 平和 转录 活性 是] 


在 探索 叶绿体 基因 编码 区 对 外 源 重 
因 ， 与 莱 菌 衣 藻 叶绿体 rbcL、psb4、atp4、psbD 四 个 基因 编 
体 。 各 载体 的 终止 子 都 为 rbcL, 启动 子 和 5’、3? 
RIN rbcL FEA AE 
rbcL 中 的 编 
岗 出 正 相 关 性 ; 


绿 体 基因 组 
总 蛋白 的 0.08%; rbcL 启动 子 的 效果 


。 实 验 结果 显示 ，atp4 


又 融合 

分 别 与 不 ki 
通过 检测 MRNA 水 平和 
3'-UTR BK, 其 中 又 以 atp4、 


rbcL 和 psbA (EN 5’-UTR 表达 蛋白 的 水 平 较 弱 ; 而 
协助 转录 终止 等 过 程 有 关 。 此 外 ， 


和 转录 子 稳定 性 也 非常 重要 。 


表达 方面 的 作用 时 , Kasai 5841 A DJ uidA 为 报告 基 


码 区 构建 的 载体 中 ， 


序列 对 mRNA 的 积累 有 积极 作用 ， 其 
因 的 编码 区 , 在 以 atpA 为 基 而 
也 没有 呈现 出 相 
全 没有 影响 。 尽管 对 编码 序列 是 如 何 增 强 启 动 子 活性 的 机 制 
式 发 挥 作用 ,增强 了 转录 起 始 ， 


和 蛋白 水 平 之 间 


1 构建 的 载 


抑或 是 促 


中 十 


码 区 
-UTR 分 别 和 四 个 基因 对 应 。 根据 mRNA 


x 的 不 同 长 度 分 别 构建 了 多 


编码 序列 越 长 ，mRNA 的 水 


码 序列 会 增强 rbcL 启动 子 活性 ，mRNA ACE. & 
以 psbA 构建 的 载体 中 ， 大 致 与 rbcL 的 变化 类 似 ,编码 
1-+60 区 域 对 转录 活性 


很 重要 ， 相 较 于 上 述 两 个 基 


体 中 ,编码 序列 对 基因 表达 表现 


出 不 必要 性 , mRNA 
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关 性 ; 而 以 PspD 构建 的 载体 


进 了 转录 的 延 f 


因 表达 确实 存在 着 一 定 的 影 


向 作用 


4.7 优化 外 源 基因 密码 子 ， 提高 表达 量 


上 上述 表 达 载 体 中 的 启动 子 、 编 码 区 以 及 UTRs 序列 会 对 表达 量 产 生 影 响 ， 


本 身 对 重组 和 蛋 
化 系统 表达 的 高 通 量 蛋 


p 


等 689 人 在 衣 藻 叶绿体 中 表达 来 源 于 大 豆 根瘤 菇 
吉 果 发 现 经 过 人 人 工 优化 合成 的 hemH-Iba 融合 基因 


Á lba EKA. 2 


白 的 表达 调控 也 有 着 重要 作用 
白 的 序列 


[35] 。 


局 好 性 来 优化 ， 


hemH-lba 融合 基因 高 6.8 倍 。 
hemH-lba 融合 3 
和 44%, 


除了 对 提高 


衣 攻 叶绿体 转化 效率 和 表达 量 的 


还 未 知 , 可 能 是 以 顺 式 元 件 


的 方 
完结 果 来 看 ， 编 码 区 对 基 


目的 基因 序列 


一 般 来 说 ， 外 源 基因 序列 的 编码 要 根据 转 
叶绿体 转化 多 倾向 于 A 或 T; Wu Shuangxiu 
HS XE PRAE RE hem 基因 和 大 豆 的 豆 


ZT. BE 
比 没 有 优化 的 


的 表达 量 


而 且 表 达 的 hemH-Iba 融合 蛋白 表现 出 很 好 的 生物 活性 ， 优 化 
基因 衣 洛 叶绿体 转化 子 的 产权 2 量 和 呼吸 速率 比 


FE 优化 衣 洛 转化 子 分 别 高 22% 


比 野 生 型 阴性 对 照 分 别 高 450% 和 134%。 实 验 结 果 进 
基因 在 莱茵 衣 藻 叶绿体 中 的 表达 具有 重要 调控 作用 。 


BS 


明了 密码 子 偏好 性 对 


步 证 


Jù 


近年 来 也 出 现 了 一 些 试图 对 转化 后 阶 
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段 进 行 优化 的 实验 技术 。2013 年 ，JohnsonB7 使 用 了 实时 荧光 定量 PCR 技术 , 检测 外 源 基 因 
是 否 整合 到 莱茵 衣 汇 叶绿体 基因 组 中 以 及 外 源 基因 在 叶绿体 中 的 同 质 化 程度 。 相 对 
southern-blot 来 说 ， 此 法 更 加 简便 快速 ， 而 且 对 了 解 影 响 最 初 异 质 化 程度 的 因素 、 如 何 有 效 
实现 异 质 化 到 同 质 化 的 转变 、 追踪 细胞 交配 过 程 中 基因 组 转化 等 问题 也 有 很 大 帮助 , 同时 该 
技术 也 可 以 应 用 于 转基因 分 子 检测 。2016 年 ，Zedler 等 BI 人 对 转化 了 CYP7947 和 TPS4 的 
莱茵 衣 汇 进行 试点 规模 化 培养 , 为 进一步 扩大 工业 化 生产 创造 良好 的 条 件 。 通 过 一 系列 检测 
Ar, 包括 对 培养 基 营 养 代谢 物 ， 菌株 自身 特性 (色素 含量 、 同 质 化 程度 、 干 重 、 吸 光度 等 ) 
以 及 所 合成 的 重组 蛋白 的 检测 , 探索 在 所 设置 培养 条 件 下 衣 洒 各 类 生理 指标 的 变化 。 实验 发 
现在 试点 规模 化 培养 条 件 下 , 细胞 壁 缺 陷 型 衣 藻 在 整个 生长 期 都 能 在 叶绿体 中 稳定 表达 重组 
目的 蛋白 ， 并 且 它 们 在 混合 营养 条 件 下 生长 的 更 快 、 更 好 。 
5 存在 的 问题 

衣 洛 叶绿体 生物 反应 器 虽然 与 其 他 生物 反应 器 相 比 有 很 多 显著 的 优点 , 但 是 仍然 存在 一 
坚 缺 陷 , 而 且 仪 在 过 去 几 年 间 这 文 些 技术 和 策略 才 被 应 用 于 衣 藻 叶绿体 基因 工程 高 效 表 达 具 有 
重要 经 济 价值 的 药 用 蛋白 质 所 。( 修 改 16) 而 如 何 提高 目的 蛋白 的 表达 量 以 及 下 游 纯 化 工艺 
的 优化 仍 是 未 来 迫切 需要 解决 的 问题 。 此 外 ， 同 质 化 水 平 、 翻 译 后 修饰 、 核 基因 表达 产物 以 
及 培养 条 件 等 这 些 对 重组 蛋白 产量 有 重要 影响 的 因素 也 需要 进行 更 深入 的 分 析 和 探究 。 

比如 在 同 质 化 问题 上 , 叶绿体 基因 组 拷贝 数 众多 , 而 外 源 基因 经 同 源 重组 只 能 与 部 分 叶 
绿 体 基因 组 发 生 整合 ,这 就 导致 叶绿体 在 转化 时 会 产生 异 质 体 。 虽然 目前 通过 一 些 技术 ,如 
抗生素 筛选 , 能 提高 同 质 化 程度 , 但 仍然 无 法 保证 外 源 基因 能 与 所 有 的 基因 组 发 生 定点 整合 。 
在 翻译 后 修饰 方面 , 虽然 大 多 数 重组 蛋白 在 衣 沪 叶绿体 表达 系统 中 能 进行 正确 折合 , 但 叶 绿 
体 中 没有 糖 基 化 修饰 机 制 ， 这 可 能 对 需要 进行 糖 基 化 修饰 的 蛋白 发 挥 其 效用 产生 一 定 的 影 
响 。 在 外 界 环境 的 影响 方面 ， 有 文献 报道 称 叶 绿 体 基因 组 的 表达 对 外 界 环 境 刺激 很 敏感 ， 外 
界 环 境 变化 对 叶绿体 中 外 源 基因 的 表达 有 很 大 的 影响 外。 
6 展望 

随 着 近 几 年 分 子 生 物 学 技术 的 迅速 发 展 ， 人 们 对 衣 藻 叶绿体 表达 系统 生产 重组 蛋白 的 
转录 、 翻 译 和 调控 机 制 有 了 更 深入 的 研究 和 了 解 , 这 又 改善 和 促进 了 衣 汇 中 表达 重组 蛋白 的 
方法 和 技术 的 发 展 。( 修 改 17) 衣 洛 叶绿体 作为 生物 反应 器 表达 重组 蛋白 具有 其 它 表 达 系 统 
不 具备 的 独特 优点 , 尤其 是 衣 藻 的 生长 条 件 易于 人 工控 制 ,， 低 成 本 条 件 下 就 能 实现 规模 化 表 
达 和 生产 具有 重要 药 用 价值 的 蛋白 质 , 为 人 类 医药 的 发 展 和 疾病 治疗 提供 了 新 的 表达 平台 和 
途径 023。 以 重组 蛋白 为 基础 的 治疗 蛋白 生产 是 目前 医药 研究 领域 的 一 大 热点 。 在 莱茵 衣 洛 
叶绿体 中 表达 具有 治疗 效用 的 重组 异 质 蛋白 己基 本 得 以 实现 ,技术 日 趋 成 熟 。 目 前 国内 外 许 
多 实验 室 利 用 衣 藻 叶绿体 都 成 功 表达 出 了 各 种 来 源 于 细菌 或 病毒 的 药 用 蛋白 , 相信 不 久 将 来 
以 衣 藻 叶绿体 作为 生物 反应 器 生产 疫苗 和 蛋白、 抗体 蛋白 以 及 口服 型 药物 等 重要 医药 蛋白 质 将 
实现 质 的 飞跃 P3。 (修改 18) 
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